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Yahacia fines del siglo pasado los investigadores qm

pezaron a demostrar interés en conocer cuales eran los factores

responsables de 1a producción de esporas, por las bacterias del gi
nero Bacillus.

Desde entonces, muchoshan sido los trabajos efectua­

dos con este fin para tratar de llegar a un acuerdo, lo cual hasta

el día de hoy no ha sido posible.

Entre los factores que han sido investigados se en ­

cuentran los siguientes: 1) 1a presencia de oxigeno molecular; 2)

1a temperatura de incubación; 3) e1 pH; 4) la composición del me­

dio-y 1a concentración de las sustancias nutritivas; 5) 1a acumu­

lación de productos del metabolismo; 6) 1a desecación del medio;

7) 1a tendencia a 1a disociación.

Cohny Kochfueron los primeros en notar que el libra

acceso de aire era esencial para la formación de esporas en los o:

ganismos que estudiaban (B¿_flflhi111&_l_fl¿_nnihzasifi)o

Estos resultados fueron confirmados en 1890 por Buch­

ner y otros. Buchner aunque no atribuyó a1 02 ninguna influencia es

pacífica en 1a producción de esporas por el g¿_gn¡n¡ggig suponía

que era indispensable para permitir el crecimiento vegetativo.

Schreiber (1896) trabajando con E¿_gnptilig y a¿_gn­

inrggig llegó a 1a conclusión de que el 02 era esencial para 1a

formación de esporas, aparte del efecto que tenia sobre el creci­
miento vegetativo.

Wund(1906) alumno de A.Meyer investigando el creci­

miento de bacterias esporuladas en cajas de agar glucosado estudió
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cuantitativamente la influencia de la concentración del 02 en la

germinación de las esporas, en el crecimiento vegetativo y en la

formación de esporas. Los datos de Wundmuestran diferencias in­

teresantes entre las bacterias aerobias en lo que se refiere a
la necesidad de O2.

En general, la concentración minima de 02, para la

germinación de esporas y para el crecimiento vegetativo (que es

prácticamente 1a misma) es más baja que 1a concentración minima

para la producción de esporas.

En vista del hecho que la adición de glucosa al me­

dio permite a muchasbacterias esporuladas crecer con concentra­

ciones de 02 muchomás bajas, es perfectamente posible que si 1a

glucosa estuviera ausente del mediode cultivo la concentración

minima de 02 obtenida por Wund, fuera distinta y probablemente

más alta.

02 presente por litro;mg.
inimo Optimo Máximo

Germinación de esporas 4.3 70 1.336
Crecimiento vegetativo 4.3 60 1.836
Formación de esporas 6.8 276 1.336

Holzmuller (1909) estudiando la fisiología de 5 cepas

de Bacillus mycoides encontró que el 02 era esencial para la for­

mación de esporas. Efectuó el experimento tomandomuestras prove­

nientes de un caldo de cultivo en el cual la producción de.espo ­

ras no podia llevarse a cabo a causa de la concentración insufi ­

ciente de 02; la observación la hizo microscópicamenteen distin­

tos intervalos de tiempo variando la concentración de 02. El tiem////



'po requerido para 1a formación de esporas en las nuevas condicio­

nes variaba inmersamente con la edad del medio de cultivo.

Se descubrió asimismo que 1a producción de esporas,

solo tenia lugar entre ciertas temperaturas. Se llegó a la con ­

clusión de que para muchas y muyprobablemente para todas las es­

pecies de bacterias esporuladas el intervalo de temperaturas para

la producción de esporas es mas estrecho que el que corresponde

al crecimiento; o sea que el crecimiento puede tener lugar a tem­

peraturas más altas o más bajas que las que limitan 1a esporula ­

ción. Estas temperaturas que limitan el crecimiento y la esporu ­

lación, varian no solamente con las especies pero también con la

cepa o variedad de las bacterias esporuladas.

Schreider (1896) y mas tarde Gartner (1903) llegaron

a la conclusión importante que la adición de un carbohidrato re­

tarda el crecimiento y la formación de esporas solo cuando el %

de R aprovechable es escaso.

Itano y Neill (1918-19) encontraron que los límites

de pH tanto para la germinación comopara la producción de espo­

ras se encontraban entre 7 y 8, mientras que para el crecimiento

el pHesta comprendidoentre 4,2 y 9,4.

En la actualidad en lo único que concuerdan los in­

vestigadores es en lo que se refiere al intervalo de temperatura

de incubación necesario para que se produzca el crecimiento y la

esporulación y ademásen las condiciones óptimas para el creci ­

miento y la esporulación que son las mismas.

En el estudio de los demasfactores que interesan

en el mismoproblema existe en general discordancia.

Noesta aún definitivamente demostrado el argumento
////



según el cual la formación de endosporas es debida ya sea al ago­

tamiento del medio (Buchner 1890) o bien a la acumulación de pro­

ductos secundarios del metabolismo (Lehmann1888; Migula 1904).

Se observó que el fi de esporas producidas por el 2‘

Elegides en soluciones aereadas de peptona aumenta a medida que

decrece la concentración de peptona y que lo contrario sucede con

el B, fusiformis.
Brunstetter y Magoon(1932) llegaron a la conclusión

de que tanto la concentración de productos del metabolismo, como

la concentración de sustancias nutritivas eran de gran importancia

en la determinación del fl de esporas en el B, mzcgideg mientras

que para el B. fusiformis "la acumulación de productos del metabo­

lismo parece tener muchamás importancia que la concentración de
sustancias nutritivas."

El trabajo de Cook (1931) según el cual el B. subti­

1ig solo forma esporas en un intervalo de pH comprendido entre 6

y 7 fué refutado por Fabian y Bryan (1933) quienes observaron la

esporulación de esa bacteria entre pH 5.0 y 7.5.

Williams (1929) fué incapaz de obtener esporas de g;

subtilis en muchosmedios sintéticos mientras Roberts (1934) ha­

lló 60 a 70%de endosporas de las mismas especies al cabo de 5

dias en un medio sintético relativamente sencillo, usando como

comparación una solución al IS de peptona donde solo se observa­

ba un 30%de esporas.

Los factores especificos esenciales, para permitir

la eSporulación de las bacterias son aún poco conocidas.

Hayward(1943) estudió el efecto que sobre la espo­

rulación del B, subtilis tenían las siguientes sustanciasztiamina
////
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ácido nicotinico. ácido pantoténico, riboflavina, piridoxina o big

tina en un mediode hidrolizado de caseina libre de vitaminas, so­

lo con el inositol se observó un débil estimulo en la producción
de esporas.

En cuanto a las sustancias indispensables para el org

cimiento de estas mismas bacterias, poco o nada se sabia hasta que

Lochhead (1944) descubrió la necesidad de tiamina para el creci ­

miento del Q, lag! g.

Katznelson y Lochhead (1947) trabajaron con B, alvei

y B, para alvei y trataron de determinar cuales eran las vitaminas

y los aminoácidos necesarios para el crecimiento de esas bacterias.

Resultó indispensable la tiamina para el B. alvei tag

to en un medio sintético comoen uno a base de caseina hidrolizada;

los aminoácidos indispensables son la glicina, cistina y la leuci
na.

Parecidas pero nó idénticas, son las necesidades del

B, para alvei ya que la tiamina actúa para su crecimiento comoes

timulante pero no comofactor indispensable; comoamino ácido la

cistina resultó indispensable en los medios carentes de tiamina.

En cuanto a 1a propiedad de esporular, constituye

parte del amplio y complejo problema de la disociación bacteriana

y está perfectamente establecido que la esporulación está profun­
damentevinculada con 1a disociación bacteriana.

////
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CAPITULO II

OBJETO DEL PRESENTE ESTUDIO

El presente trabajo se inició con la observación mi­

croscópica de un preparado teñido por el método de Gramde ngtg­

bacillus casei cultivado en caldo de levadura glucosado.

Ademásde las formas tipicas del ngtobacillus aparg

cieron en la observación microscópica bacterias Gramcon tendencia

a dar filamentos que al comienzofueron confundidos con el ngt_­

bacillu; y que luego resultó ser una infección del cultivo.

Se aisló esta bacteria, sembrandomaterial de ese

caldo en cajas de agar extracto de carne, lo cual se consiguió sa

tisfactoriamente, ya que en ese medio se produjo unicamente el

crecimiento de lo que se consideraba una infección. Una nueva co­

loración de Gramde esa bacteria demostró que se trataba de una bag

teria esporulada, la cual convenientementeestudiada resultó ser
Bacillus subtilis.

Se consideró de interés estudiar el comportamiento

del B, subtilis y de otras bacterias esporuladas en medios a base

'de levadura; tratar de establecer por qué motivo el B, sgbtilis

no esporulaba o lo hacia tardiamente en esos medios; fraccionar

el extracto de levadura por distintos disolventes y ver si se po­

dia reproducir en una de las fracciones las propiedades observa­
das en el extracto de levadura total.

Este fué el primer problema que se presentó; pero

desde un principio se encontró que de las varias bacterias en es­

tudio pocas eran las que se comportaban en igual forma, a pesar
de mostrar todas una diferencia marcada entre su conducta en el

caldo de levadura y el caldo extracto de carne.
////
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Fué asi comoal primitivo asunto de la esporulación,

se añadió el problema del crecimiento y su inhibición siempre en

medios a base de levadura.

Desdeya puede adelantarse que las principales dife­

rencias en el comportamientode las bacterias esporuladas se ha­

llaron en la fracción de levadura extraída por alcohol, aún cuan­
do no se ha llegado a determinar cuales eran las sustancias res ­

ponsables de dicho comportamiento.

////
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EL COMPORTAMIENTO DE VARIAS ESPECIES DE BACTERIAS

ESBORULLQAS EN EL MEDIO DE LEVADURA.

Debido a la observación efectuada con el B s bti is,

según la cual se inhibía la esporulación de esta bacteria cuando

se la cultivaba en un medio de levadura glucosada, se trató de ver

si ese mismofenómenose repetía con otras bacterias esporuladas
aerobias.

Se practicó el ensayo con las siguientes bacterias:

B. cgreus, B, mxggides, at s, B, fusiformis, B, laterosp ­

23g, B, megatnerigg, Bl simplex y B, subtili .

El medioutilizado era agar extracto de levadura y la

comparación se hizo con agar extracto de carne; ambos medios se en

sayaron con y sin adición de glucosa.

Ya desde un principio fué posible establecer que el

fenómenono era_general, pues ni el B. cegeus ni el Bl micoides crg

cieron en los medios a base de levadura y la inhibición de la espg

rulación en las demásbacterias resultó ser menor que en el B, sub­

tilig, el cual tardó mas tiempo en esporular; también él muestra
una diferencia más marcada en su morfología cuando se la compara

con la del extracto de carne. El Bl latergsporgs solo comenzóa

desarrollar a las 86 hs.; en cuanto a la esporulación, se comporta

comolas demás bacterias de su género.

A pesar del diferente comportamientode las bacterias

esporuladas frente a los mismosagentes, en este caso el extracto

de levadura, existe una similitud que consiste en la alteración
en ese medio de algunas características importantes de estas bactg

rias, comoson la esporulación y el crecimiento. Los ensayos sub­
////
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siguientes han sido efectuados preferentemente con el B, ggpgilis

en cuanto a 1a esporulación y con el BI geregs en lo que atañe al
crecimiento.

////
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CAPITULO IV

0 D C ECIM NTO Y ES OR CION DET BAC US SUBTILIS

N IOS SO IDOS Y I ID A BAS DE AD .

Debidoa los resultados obtenidos en las experien­

cias anteriores, se trató de preparar un extracto de levadura
que hiciera aparecer las diferencias más evidentes en elcreci­

miento y 1a esporulación de las bacterias en comparación con

los medios comunes (extracto de carne) con la mismaconcentra­

ción de sustancias (determinadas por residuo seco).

Suponiendo que las condiciones según las cuales

se efectúa la autólisis de la levadura tuvieran alguna influen­

cia sobre las prOpiedades observadas en las bacterias esporula­

das, se prepararon medios distintos variando el tiempo y la tem

peratura de autólisis.
Se autolizó la levadura a 379, 24 hs. y a 509, 24

hs. Tambiénse ensayó la autólisis durante 24 hs. a 370 seguida

de otras 24 hs. a 509 y viceversa. Por cada uno de estos proce­

dimientos se obtuvo un medio de cultivo diferente. Se ajusta el

pH a 7.

En cuanto a la esterilización se usaron tres procg

dimientos: filtración por Seitz (F), esterilización simple (E)
y doble (EE) con el fin de observar las posibles variaciones que

cada uno de éstos métodos pudiera ocasionar. Se agregó estéril­

mente 2%de glucosa a cada uno de los tubos a utilizar y se hi­

zo el ensayo en medio sólido y liquido.

El organismo utilizado es una cepa de g¿_ggpti1;g.

De un cultivo viejo del mismoen agar extracto de carne se hace

un repique en otro tubo constituido por el mismomedio y se lo

////



incuba 24 hs. a 870. A partir de ese cultivo se hace una suspensión

en agua estéril y se toma un ansa de material de ese líquido para

sembrar en cada uno de los tubos de la experiencia.

////
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La observación de los cultivos, que se expone en

el cuadro anterior, nos llevó a la conclusión de que convenía autg

lizar la levadura de cerveza preferentemente a 509 durante 24 hs.

o bien hacer preceder o seguir este calentamiento por otro a 370,

pues era en esas condiciones que se obtenía con el extracto de le­

vadura las diferencias mas apreciables con respecto al medio común
de extracto de carne.

En cuanto a 1a esterilización, el métodopor filtra­

ción no demostró tener ninguna ventaja, sobre aquél por calenta ­
miento en autoclave.

La experiencia en medio liquido, no merece la pena

citar en extenso pues los resultados son comparables a los obser­
vados con el medio sólido.

Comocaracteristica diferencial interesante, en cuan

to a su comparacióncon el caldo extracto de carne, es que la pel;

cula presenta en el extracto de levadura una superficie muyrugo­

sa cubierta de gotas de rocio que perduran aún después de 10 dias

de siembra.

CARACTERISTICAS INHERENTES A LA ESPORULACION

Conjuntamente con la observación morfológica de las

colonias, se hicieron preparados coloreadas de los mismosculti­

vos para comparar el porcentaje de esporas en uno y otro medio.

Los resultados variables que se obtienen de los pre

parados hechos a partir del medio líquido, en parte se deben a la
extrema viscosidad de la pelicula y a la dificultad de poder ele­

gir las partes del cultivo de morfología parecida en los diferen­

tes tubos, sobre todo en aquellos en los cuales la pelicula está

////



cubierta por numerosas gotas de rocío. En los medios sólidos esta

dificultad no se presenta pues debido a que el cultivo se extien­

de en una superficie mayor, resulta más fácil la elección de la
muestra.

Aparte del reducido número de eSporas que se obser ­

van en los medios de levadura, a1 examinar microscópicamente los

preparados de B bt is, las formas vegetativas tienen una for­

ma curiosa,pues además de observarse pequeños bastoncitos de ex ­

tremos afinados, aislados o dispuestos de a_par son frecuentes

los bastones muylargos y delgados bastante curvados, tendiendo a

1a forma filamentosa que muestran ser mas Gramque los bastonci ­

tos del mismopreparado.

COMPARACION DE ORU C ON D B SUBTI IS

EN MELOS SQLIDOS Y LIQUIDOS.

Porcentaje de esporas del B. subtilis
M E D I 0 36 hs. 96 gg: 10 ds.

sol.liq. sol.11q, sol.11q.

379 F EO EO E2 E2 E4
379 E Eo Eo E2 E2 E3 E4
379 EE Eo Eo E1 E2 E3 E4
509 F Eo Eo E3 E5 E4 E5
509 E E0 EO E3 E5 E4 E6
509 EE ' Eo Eo E3 E6 E5 E6
379-509 F Eo' EO E3 E5 E4 E6
379-509 E Eo Eo E3 E5 E5 E6
379-509 EE Eo Eo E3 E6 E5 E6
500-379 F Eo Eo E2 E6 E3 E6
509-379 E Eo Eo E2 E6 E3 E6
509-379 EE E0 E0 E2 E5 E3 E6
extracto earn E3 E4 E10 E10 E10 E10

Eo 8 no esporas
E10: 100%de esporas

////



CARACTERISTICAS DE LA GOTA DE ROCIO Y QE7LA SUPERFICIE

HUMEDA EN UNA COLORACION DE GRAN.

Observación de 1a gota de rocio. Gran número de bastones Gramdé­

bilmente teñidos; estas bacterias constituyen comoun magma,tal
comosi hubiera una sustancia intercelular. Tambiénse ven bacte­

rias Grambien teñidas, sueltas, uniformementedistribuidas sobre

el fondo de las bacterias Gram; rarisimas aparecen con una espora

subterminal que apenas deforma la bacteria. El material para ha ­

cer el preparado se tomó con pipeta Pasteur.

gbsgrzacióg gg 1a superficie húmedade; aga . Se ven al microsco­

pio bastones Grammuyamontonados, sobre los cuales se observan

bastones Gramsin esporular sueltos y muyfuertemente teñidos; el

número de esporas que se forma es muy pequeño.

Tanto una comootra observación se hicieron partien­

do de un cultivo de 10 días de inoculación en el extracto de leva

dura glucosado.

En base a esto, puede afirmarse que es en ésta parte

del cultivo, donde el número de esporas es mínimo. Resulta lógico

llegar a esta conclusión ya que de acuerdo con el cuadro I sólo

se observa la aparición de una superficie húmedaen el agar, cuag

do ha existido anteriormente en ese lugar una gota de rocio moti­

vo por el cual dicha superficie es considerada comouna etapa po;

terior de aquella.

////
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C IO M 0 D TRAC 0 D ‘VADURA CO AMIE 0

B. SUBTILIS Y B. CEBEUS EN LAS DISTINTAS FRACCIONES.

Teniendo en cuenta que la composición del extracto de

levadura es sin duda muycompleja, se resolvió fraccionarlo por

tratamiento con disolventes orgánicos, para observar las diferen­

cias de esporulación y crecimiento que se producen cultivando bag

terias esporuladas en dichas fracciones.

E1 procedimiento usado es el siguiente: una cantidad

conocida de extracto de levadura se seca por destilación al vacio

( no mas de 50 ); una vez suficientemente seco el material, se e;

trae varias veces consecutivas por alcohol de 959 de modoque el

final de las extracciones se haya utilizado una cantidad igual de

alcohol que de extracto primitivo antes de la esporulación. El al

cohol se deja en contacto durante 8 horas mas o menos en cada ex­

tracción, agitando de vez en cuando para que ésta se vea favoreci
da. Estas porciones de extracto alcohólico se reúnen y filtran por

filtro plegado. El filtrado se destila al vacio evitando tempera­

turas muyaltas (SOQg).Tanto en este caso comoen el anterior,

se prefirió la destilación a1 vacío a temperatura baja, para evi­
tar las posibles alteraciones por el calentamiento prolongadoa

temperaturas relativamente altas.
En el balón de destilación se obtiene un residuo

blanco amarillento de olor "sui generis" que se disuelve en una

cantidad conocida de agua.

Constituye el "extracto soluble" en alcohol. Se rat;

////



ran de allí dos cc. de líquido para determinar el residuo seco.
El residuo insoluble en alcohol también se disuelve

en una cantidad conocida de agua y se le determina asimismo el

residuo seco.

(1 (extracto original secado (2)
Extracto acuoso secado) sol.en alcohol(3)

(extracción alcohólica)
(insol. en alcohol(4)

A partir del extracto soluble en alcohol se hicieron

extracciones con otros disolventes (acetona, éter y alcohol meti­
lico).

Una cantidad conocida de extracto soluble en alcohol

y ya disuelta en agua se seca al vacio y el residuo se disuelve en

igual cantidad de alcohol caliente. A partir de este líquido alcg
hólico se tomaronmuestras para hacer las siguientes extracciones:

(sol.acetona
1 parte extracto alcohólico o 3 partes acetona)

(insol.en ac.
Se obtiene un pp. abundante.

i 5801.9n éter
l parte extracto alcohólico o 3 partes éter

)ins.en éter
Se obtiene un pp. abundante.

1 parte de extracto alcohólico o 3 partes de alcohol

metílico; el extracto en alcohol etílico debilmenteturbio se to;

na, al tratarse con alcohol metílico, totalmente limpido. De ca o
da una de las porciones extraídas por los diferentes disolventes
se determina el residuo seco.

En la eXperiencia siguiente, sólo se consignan los rg

sultados obtenidos con la fracción alcohólica; los liquidos provea
nientes de las otras extracciones solo se utilizarán en una expe ­

riencia posterior.

l/I/
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Cadauno de los extractos (l),(2),(3) y (4) llevados

a una concentración de residuo seco de 2,4%, constituyen las ba ­

ses de los medios de cultivo para la siguiente experiencia. En cg

da uno de ellos es necesario controlar el pHy aJustarlo a 7; el

extracto soluble en alcohol luego de 1a serie de Operaciones a

que ha sido sometido tiene un pH ñ 5; en tanto que los demás li­

quidos se conservan aproximadamente en pH 7.

Influencia sobre e; desarrollo de; cultivo.

Analizando los cuadros siguientes, llama 1a atención
el comportamientode las dos bacterias en estudio cultivadas en

el extracto alcohólico de levadura; el B, subtilis frente a la es
porulación y el Bl cereus en cuanto al crecimiento.

En vista de que trabajando con una concentración al

2,4%de sustancia seca en el extracto alcohólico, no se observaba

desarrollo del B. ceregs se usaron concentraciones menores del

mismo(1,2; 0,6; 0,3) para ver si de este modoera posible hacer
desarrollar esa bacteria. En efecto al disminuir la concentración

del medio, el crecimiento fué aumentando paulatinamente, aún cuan

do no llega a ser tan abundante como en los medios comunes de ex­

tracto de carne. Se supuso además que el agregado de una fuente

hidrocarbonada a ese medio favoreceria el crecimiento pero la ex­

periencia demostró lo contrario; se usaron para ello concentracig
nes decrecientes de glucosa.

Fué hecho también un ensayo análogo con los medios

obtenidos por fraccionamiento acetónico y etéreo a partir del ex­

tracto alcohólico; el procedimiento empleadopara preparar los mg

dios de cultivo a partir de esas fracciones, es exactamente el mig
moque el utilizado para trabajar con el extracto alcohólico o sea

////
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que una vez determinado el residuo seco, se llevan los liquidos a

1a concentración deseada, en este caso 0,6% y 0,3% para poder com

parar los resultados con los obtenidos en el extracto soluble en

alcohol. Se trabaja a pH n 7 y para 1a siembra de las bacterias se

utiliza el métodoexblicado en páginas anteriores y que se adopta

rá exclusivamente para todas las experiencias subsiguientes.

Asimismo, se determinó el pH de cada uno de los medios

a1 cabo de las 96 horas de inoculación. La temperatura de incuba­

ción de los cultivos es de 37°C, temperatura que se ha utilizado

en todos los ensayos efectuados, razón por 1a cual se omitirá mag

cionar tal condición experimental en los ensayos que se expondrán
a continuación.

////



MEDIO

CREGDllENTOYMORFOLOGIA

Porcentajedeesporasalcabode
24horas48horas60horas96horas

1)Extractode

levadurao­ riginal

Aspectobutiroso;coloniasgrandes,pocodi­ ferenciadas.Superficielisa.Eldesarrollocubretoda1asuperficie.

noes­ poras

60%es­ poras

70%es­ poras

80%es­ poras

2)Extractode

levadurao­ riginalse­ cado

Igualqueenelcasoanterior.

noes? poras

50%es­ poras

70%es­ poras

80%es­ poras

3)E1tractode

levadura sol.enalcg hol

Nohaydesarrollo.

4)Extractode

levad.ins. enalcohol

SemeJantea(l)

20%eg poras

50%e; poras

80%es­ poras

90%es­ paras

5)

3o4

Crecimientomasatenuadoqueen(l)y(2).Es triasnitidasenlascualeshaypartesmaslg vantadasqueotras,lascualestienenunazona hundidaensucentro.Aspectobutiroso.

noes­ poras

noes­ paras

5%es­
poras

2%es­
poras

6)Extractode

carnesim­ ple

Desarrollocomún.

90%eg poras

90%es­ poras

100%es­
poras

100%es.
poras

7)Extractode

carnetri­ ple

Parecidoa(6)peromasabundante.

90%eg poras

90%es­ poras

100%es­
poras

100%esd
poras

////



MEDIO

CRECIMIEJTOYMORFOLOGIA

forcentajedeesporasalcebode

á¿ora3

01'88

1)

Extractode levaóurao­ riginal

Crecimieatoentodoelmedio°aspectomuya­ rruadoyplegado;grancantdaddegotasde roco.

nocapo­rea

sueltas

50%sue; tas

60tagsue;

¿2)

Extractode levadurao­ riginalae­ cado

Semcjantea1anterior.

noespo­ ras

403en esperan­¿10.10% sueltas

50%sue; tau

60%eneltae

F3)

Extractode levaduraeg lubleena1 cohol

ASpectomuypeculiar;nlarrugado,niplega­ docoloniassalteadasdetipoglobuloeoy coorcrema.

noespo­ ras

noespo­ ras

1%capo­ras

53espo­ras

A
nitractode levaduraln solubleen alcohol

Aspectoparecidoa(2);mássecoperoarrugado;gotasderocíoenmenornúmeroymásen; cas.

205€espa ras

70;“; ras des

0322 Brad

70%sue; tas

80%sue; tas

3e4

Aspectoparecidoa(2)y(3).Muchomenosplegadoyarrugaéo;aúncuandoleJordeser liso,coloniasOÏacas,lashayaisladas;po­ casgotasderoco;parecenpuntasdeaguja.

noespo­ ras

30%en esperan­
glo

40%

50%

r)Agarextragtocarnesimple

Desarrollocomúndelagarextractodecarne.

805 ras

espg

803espgras

90%espa ras

100,43es­ paras

V)
Agarextra:tocarnetriple

Parecldoa(6)peromás

abundante;superfi­

ciealgoplagada.

60% ras

espa

703eapgras

80%espg ras

100%oe­ ‘poraa
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De acuerdo con el cuadro adjunto se pueden hacer las

siguientes deducciones:

l) El crecimiento del B. ggrgus en las fracciones in­

solubles en éter y acetona (2 y 5), se efectúa normalmente; la
glucosa no altera su desarrollo.

2) El Bacillus cereus crece en forma muchomás limita­

da en las fracciones solubles en éter y acetona que en las respec­
tivas insolubles.

3) La presencia de glucosa en esas fracciones tiene un

efecto debilmente inhibitorio; éste se acentúa en forma muymarca­
da a1 utilizar comomedio de cultivo las mezclas de los extractos

solubles e insolubles respectivos en cantidades iguales (medios 3

y 6).

4) En el extracto soluble en alcohol (medio 7), a par­

tir del cual se han obtenido las distintas fracciones que se aca ­

ban de analizar, la influencia de la glucosa, se observa en grado
máximo.

5) La acidez, cuya producción hubiera podido ser un

factor importante para explicar la inhibición del crecimiento del

B, cerggs, no nos permite a primera vista llegar a ninguna conclu­

sión importante. Si bien el pH disminuye en los medios que han su­

frido la adición de glucosa y en las fracciones solubles esta dise

minución va acompañadade una atenuación del crecimiento, este e ­

fecto es completamentenulo en las fracciones insolubles, por lo

tanto la producción de ácido en los medios glucosados, podria ser

considerada comouna de las causas de 1a inhibición, pero no 1a ú­
nica.

/7//



QRECIMIENTO DEL BACILLUS CEREUS EN DISIINTAS FRACCIONES DEL

EXTRACTO DE LEVADURA

24 horas 96 horas
M E D I 0 S

0.6% 0.3% 0.6% pH 0.3% pH

1) Sol.acetona 3 0.1 glu. 3 3 3 6.6 33 6.6

" " 3 0.05 “ 3 3 3 6.4 33 6.6

" " sin " 33 33 33 7 33 6.8

2) Insol.acetona 3 0.1 glu. 333 3333 333 6.2 3333 6.2

" " 3 0.05 " 333 3333 333 6.4 3333 6.2

" “ sin " 333 3333 333 8 3333 8

3) 501.3 1nsol.acet.30.1 glu. 3 3 3 6 33 6.0

" " " 30.05 " 3 3 3 6.2 33 6.4

" " " sin " 3333 3333 3333 8.4 3333 8.4

4) Sol. éter 3 0.1 glu. 33 3 33 7.0 3 7.0

" " 3 0.05 “ 33 3 33 7.0 3 7.0

" " sin " 33 3 33 7.4 3 7.4

5) Insol. éter 3 0.1 glu. 333 333 3333 6.0 3333 6.2

" " 3 0.05 " 333 333 3333 6.2 3333 6.0

" " sin " 3333 3333 3333 8.2 3333 8.2

6) Sol.31nsol.éter30.1 glu. 3 3 3 6.2 3 6.2

" " " 30.05 " 3 3 3 6.2 33 6.0

" " " sin " 3333 3333 3333 8.2 3333 8.4

7) Sol. alcohol 3 0.1 glu. 3 3 3 6.2 3 6.4

" “ 3 0.05 " 3 3 3 6.4 3 6.4

" " sin " 333 3333 J3333 J 7.8 3333 8.4
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Morfología de las bacterias gn los mgdigs precedentes

Para tener una información mas precisa, acerca del nug

vo aspecto del B ci s cere s, en los medios recientemente estudia

dos, se hizo un preparado de Gram, de cada uno de los cultivos al

cabo de 48 hs. de inoculación.

E1 único hecho que se repite invariablemente en todas

las observaciones es que 1a adición de glucosa al medio de cultivo,

previene la formación de esporas; los medios que carecen de esta

fuente hidrocarbonada, muestran un porcentaje muygrande de bacte­

rias esporuladas; en cuanto a la tinción de las bacterias, es muy

irregular, noténdose indistintamente, bastones Gram‘y Gram".
xame d de a terias v ab es d c tivos n e­

ore de as osib es variaciones inducidas

Comoel cultivo en los medios anteriores, fué Juzgado

por la turbidez, se consideró conveniente averiguar si existia asg

ciación, entre dicha turbidez, comosigno del númerode bacterias

presentes y el número de colonias que se formaban, sembrando igual

cantidad de cada uno de los cultivos en agar extracto de carne. A­

simismo, se intentó dicho experimento para saber si el cultivo en

los medios mencionadosanteriormente, habia inducido alguna varia­

ción que se tradujera en el cambiode morfología de las colonias.

Los resultados expuestos en el cuadro, revelan que e­
xiste correlación entre turbidez y númerode colonias desarrolla ­

das y que por lo tanto no existe ningún fenómeno digno de mención y

que diferencie el cultivo de estas bacterias en los mediosestudia

dos, de los medios comunes.

La variación morfológica principal, fué observada en

////
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los medios con glucosa.

Las colonias presentan un centro transparente irregu­

lar; un anillo opaco y alrededor una corona transparente y chata;

aspecto muydiferente del observado en cultivos provenientes de mg
dios comunes.



AD N

j 006, 0.3“
H E D I o s Desarrollo Tamggïogïa Desarroll lggmggïogïas

1) Sol.acet.00.1 glu. e m.grandes o m.grandes

" " 00.05 " eo medianas e m.grandes

" " sin " 0006 pequeñas eee. medianas

) Ins.acet.00.1 glu. oo grandes oe medianas

" " 00.05 " oe grandes ee grandes

' " sin " eee. m.pequeñas ¡eee m.pequeñas

) Solein.acoo.1 glu. e grandes e. medianas

" " "00.05 " e grandes eo medianas

" " "sin " eee medianas eee. pequeñas

4) Sol.éter 00.1 glu. o grandes l eo medianas

" " 00.05 " e grandes 0+ medianas

" " sin " oooe pequeñas eee. pequeñas

5) Ins.6ter 00.1 glu. oe grandes te medianas

" " 00.05 " o m.grandes eee pequeñas

" " sin " ooo pequeñas eee. pequeñas

6) Solein.eteo.l glu. e grandes o grandes

" " "00.05 " o grandes o grandes

" " "sin " eee pequeñas eee. pequeñas

7) Sol.a1coheo.1 glu. e grandes e grandes

" " 00.05 " e grandes o grandes

" " sin " OOOO pequeñas ¡ooo pequeñas

////
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cmmmcron DELCULTIVODEmcrsnns gponumms I no

ME I ‘ A BAS D D

Envista de los resultados obtenidos al estudiar el

crecimiento del 25911135_gnb31111y del 2391113a_ggrgng en medio

de extracto de levadura, se ensayo el crecimiento en esos mismos

medios o en otros levemente modificados de un mayor número de

bacterias esporuladas aerobias y asimismoel de bacterias no es­

poruladas que tenian comocaracteristica comúncon aquellas su

comportamiento aerobic y su desarrollo en caldo comúnpeptonado

(3 gramos de extracto de carne; 5 gramos de peptona; 1.000 de a­

sua).
Para tener una información más completa se trabajó en

medios con y sin glucosa. Las concentraciones de todos los medios

corresponden a 2,45 de residuo seco.

Del exámendel cuadro siguiente se deduce que las bag

terias no esporuladas crecen en los extractos de levadura (extrac­

to total, partes soluble e insoluble) con la mismaprofusión que
en el extracto de carne poptonado. Los esporulados en cambio reve­

lan en varios casos una diferencia apreciable de crecimiento en la

fracción soluble en alcohol del extracto de levadura, siendo el
fi¿_gg¡gng el que mayor diferencia presenta pues no muestra ningún

crecimiento. El fi¿_anh;1111 y el fi¿_{ngigg:mig y en muchomenor

grado el fi¿_gzggiggg tienen un comportamiento semejante, en cambio

los figg1113g_gylggjggy lgtggggngzug, apenas revelan diferencia

con el extracto de carne peptonado.

La adición de glucosa, en general no produce cambios

/7/7
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mnymarcados cuando ee compara el extracto de levadura total o 1a

parte insoluble del mismodel caldo extracto peptonado. Por el

contrario en 1a fracción del extracto de levadura, se observan q;

ferencias marcadas. Prácticamente todos los esporulados, apenas

crecen o no crecen, mientras los no esporulados crecen relativa ­

mente bien, con excepción del gnfiggggggg y de 1a fig:¡g}1g_ggzggg­

gin; que los hacen en menor grado que en el extracto de carne pen

tonada adicionado de glucosa.



.9mx wm
“mzw É z

mmx É mw
mmmm í Y “a x»

0000 0000 0000 0.00 0000
i
¿h 0000 0000 0000 0000 00006

emmi xx m»;xa
18m m0.; “nom.... MWOL»Oo}

“Mmmx Nam m3. Mi É”

me. 3L :2 mm»m3»“no
mmx; xauw: x: Et“:

fi xo. x. a: mi mr
—ooo; 000 uOo mnom 400g

0 0 “Own moom 0000

mmga a. xa É
mm “Woo m00¿oo.¿ “Woo Moom .

m m m m m

m a“ ._¿ ..o..am un.“ .

m “,mmmw_mm.mumm_l wm ,mw u

.,..



Oct:

Sí?tf
eii

I

"7.'r."."t' ’W’ño.ovo Película Sedimento0

3.
i

5600

hn
..=:4:fu;=.fl

ra-o-ecuvo
Polícula0 Sodimonto

1.-t?”

.1 1

|3C>OCJ ÓCDO'U
O

EfimükugnmmsaGradodecultivoPelícula0
Sodimento nnmu1______¿nz

OÓ‘Q

.cadtz ica;
901 ccoo 3

3

1
2

¡6:2 i°°z 33;;
066

GradoSe cultivo Película0 ¡ Sodimonto0i

;:tj:i 1C>045 I ll l i
OCDÓ6

i

6

‘O

3°°3

3
3

zmnmnl, numnaaunmnl
GradodecultivoPelículao Sodimanto mmm

3
1

o,; .ooz go;

"i 2°?

raoecvo
Polícula Sodinonto

hI'_
EIESIEJ_.­

GradodecultivoPolícula Sodimonto

n-d:

iáií

Eco: oooz ooo: ici; i001 ici; íoofl io.

¡m gos; ic»: goiggo;

4.
Mil 3°

. ¿o

Ó

t

‘1

ic’iii ¿CDCDÓ3C>zlf i

cv sus son
H?

o

o

4¿C>4
z o

0+0?

iii::* ÓC>O>2 ¿(Diez ¿(DOIÓ ic>3:fi ic>o¡g icaiii

C>O>U tC>4>z
O

3‘“ iáí i

É)Extractodelevadura

d435(l)o(2%deglucosa)6)(2)o(2%deglucosa)7)(3)o(2%deglucosa)8)(4)o(2%degluca)
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Habiéndose observado la inhibición expresada antes

en el crecimiento de las bacterias esporuladas, por el agregado

de glucosa al extracto soluble en alcohol, se ensayo el efecto

de 1a adición a1 medio de otros cuerpos hidrocarbonados, camo

ser: sacarosa, lactosa, galactosa, xilosa, ácido láctico, ácido
cítrico y glicerina. '

El extracto soluble se utiliza, en una concentra ­

ción de residuo de 0,6%, en el cual el figg;;;yg_gg;gng y el gg­

gillgg_gghtilig crecen en forma abundante sin el agregado de
sustancias extrañas a1 medio.

El mismoexperimento, se hizo en caldo extracto de

carne, de igual concentración (0,6%) que la fracción de levadu­
ra soluble en alcohol.

B SUBTILIS B. CEREUS
A D I c I o N ‘ Caldo Ezt.sol. Caldo Ext.sol.

eee ooo aaa eee
glucosa 2% eee 0 eee 0
galactosa 2% ooo 0 eee 0
sacarosa 2% ooo eee ooo eee
lactosa 2% ooo eee ooo roo
zilosa 2% eee 0 eee o
a. cítrico 2% eee oo eee 5+.
glicerina 2% eee ete eee ooo

. láctico 2% e 0 e O

l/I/
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ADICIOV 2.43 1.211 0.6% Í 0.3% I

‘ m. <_:re Subt. c r 8393.. gm]
O 0 O 00 173%.“? 000 000019 0000

glucosa 1% 0 0 0 0 00 O 00 0
" 0.1% 0 O 0 O 00 g 00 g
" 0.05% O 0 0 0 00 g 000 3
" 0.02€ 0 0 0 0 00 g 000 g
" 0.01% 0 0 0 0 00 ‘g 000 g

a. láctico 175 o o o o o o o o
" " 0.1i: 0 0 O (J 0 0 0 0
" " 0.0535 0 0 0 0 O C 0 0
" " 0.02% 0 0 0 o 00? 00 00? 000
" " 0.017 0 0 00P 0 00? 00 00P 000

sacarosa 1% 0 0 00 0 000 000 000? 0000
" 0.1% 0 G 00 O 000 000 0000? 0000
" 0.055 0 0 000 0 000 000 0000?; 0000
" 0.02% 0 0 000? o 000? 000 0000? 0000
" 0.01% 0 0 000? 0 000? 000 0000? 0000

lactosa 1% O 0 000 00 000 000 0000? 0000
" 0.1% O 0 000 00 000 000 0000P' 0000
“ 0.05% 0 0 000 00 000 000 0000? 0000
" 0.02% 0 O 000 00 000 000 0000? 0000
" 0.01% 0 0 000 00 000 000 0000? 0000

a. cítrico 1% 0 O 00 000 000 0000 0000 0000
" " 0.13 0 0 00 000 000 0000 0000 0000
" " 0.05% 0 O 000 000 000 0000 0000 0000
" " 0.02% 0 0 000 000 0000 0000 0000 ' 0000
" " 0.015 0 G 000 000 0000 0000 0000 0000

glicerina 1% 0 0 0 C 00 000 00 0000
" 0.12 0 0 0 O 00 000 000 0000
" 0.05% 0 0 0 0 00 000 000 0000
" 0.02% 0 O 00 0 00 000 000 0000
" 0.01% 0 O 00 0 00 000 000 0000

P : película

////
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Teniendo en cuanta los resultados del experimento
anterior y con el propósito de ampliar nuestros conocimientos

acerca de esta cuestión, se utilizaron las mismassustancias

en proporciones decrecientes, obteniéndose los resultados que
se consignan en los cuadros II y III. En todos los medios, se

ha llevado su pH a 7, utilizando DHNan y N/ïO y un indicador

común.

Las observaciones fueron hechas a las 48 horas de

siembra. En un mismocuadro se han expuesto los resultados ob­

tenidos con el Basillug_gnptilig y el fi¿_ggggn¡, para poder a­

preciar más facilmente, las similitudes y diferencias de campo:
tamiento de estas dos bacterias en esos medios.

Analizando los cuadros, hacemoslas siguientes de­
ducciones:

l) Conconcentraciones altas (2,4fi) de residuo en
el extracto soluble no se observa crecimiento de ninguna de las

dos bacterias esporuladas comofuera observado otras veces.

2) Disminuyendo la concentración a 1,2%, cemienza

a crecer el E._anht¿113 y sólo cuando se reduce al 0,6% el 2.

¡grana muestra desarrollo, este aumenteen un extracto soluble
cuya concentracion es la mitad de la anterior.

Éstas consideraciones se refieren al medio que no

ha sufrido el agregado de ninguna sustancia extraña.

Pasando ya a los medios que contienen azúcares u

otra sustancia hidrocarbonada conciuince lo siguiente:

1) La glucosa es el hidrato de carbono, que produ­
ce un efecto inhibitorio mas marcado en el crecimiento de ambas

bacterias esporaladas; pero este efecto se pone aún mas en evi­
////
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denciaconelW.
2) Los otros azúcares tienen un comportamientova­

riado y en general no producen inhibición muyacentuada sobre e].

crecimiento de estas bacterias. Algunos disacdridos, como1a lag

toaa y otras sustancias hidrocarbonadas comoel ácido cítrico,

favorecen el desarrollo de estas- bacterias; 1a glicerina produce
una débil inhibición.
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Eggeriencia III

_L2.4%J1.2% 0.6% 0.3%
A D I C I o j li Smarc oli .marc Egel; .mazc oli ‘.marc

0 +00 +00 +00 00+ 0+ +0 0+ 00
glucosa 1% 0000 +00 +00 0+0 00+ 00 00 00

" 0.1% 0000 00+ 00+ 000 00 00 00 0+
" 0.05€ 0+0 000 00+ +00 00 00 00 00
" 0.02% 0+0 0+0 00+ +00 00 0+ 0+ 0+
" 0.01% 000 00+ 00+ 000 0+ 00 0+ 00

a. láctico 1% 00 0+ 00 00 00 00 00 00
" " 0.17 000 00+ +00 00+ 000 00 00 0+
" " 0.05% 0+0 0+0 000 000 000 0+ 00 0+
" " 0.02% 00+ 000 000 0+0 000 00 00 00
" “ 0.01% 00+ 0+0 000 0+0 00+ +0 00 +0

sacarosa 1% 000+ 0000 0+0 000+ 00 000 00 000
" 0.1% 0000 00+ 000 000 00 000 00 0+
" 0.05% 0000 0+0 0+0 000 0+ 0+ 0+ 0+
'" 0.02% 0000 000 000 00+ 00 0+ 00 00
" . 0.01% 0000 00+ 0+0 000 00 00 00 0+

lactosa 1% 000 000 000 0+0 000 0+0 000 00
" 0.1% 000 000 0+0 0+0 00+ 0+ 00 00
" 0.05% 000 00+ 000 000 00 0+ 00 00
" 0.02% 000 000 0+0 00+ 00 00 00 00
" 0.01% 000 000 000 000 0+ 00 00 00

a. cítrico 1% 0000 0000 0000 0000 000 000 00 000
" " 0.1% 0++0 0000 0+00 0000 0+ 00+ 00 00
" " 0.05% 000+ 000 0+0 000+ 0+ 00 00 00
" " 0.02% 0+0 000 00+ 0+0 00 0+ 00 00
" " 0.01% 000 00+ 000 000 00 0+ 00 00

glicerina 1% 0000 000 0000 00+ 000 0+ 00 00
" 0.1% 0000 000 0+0 0+0 00 +0 00 0+
" 0.055 0000 000 000 000 0+ 00 00 00
" 0.02% +000 +00 000 000 00 _00 00 00
" 0.01% 0000 00+ 0+0 00+ 00 0+ 0+ 00

////
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3) El hecho que nos llama 1a atención es el de 1a in­

fluencia inhibltoria producida por el ácido láctico (Lactato de ag
dio}.

La experiencia que ae comentó, fué acompañadade otra,

en 1a cual utilizando los mismosmedios de cultivo y las mismas eng

tanciaa, se ensayó el erecto sobre el crecimiento de dos bacteriasnoesporuladasaW yW­
Poco o nada varia el comportamientode estas bacterias

en osos medios; en cuanto a1 fenómenode inhibición, solo el ¿cido
láctico muestrauna débil influencia.

Podemosapreciar facilmente en los cuadros precedentes

aquellos que ya ee dijo en capítulos anteriores o sea que si bien

una disminución de 1a concentración del extracto favorece el desarrg

llo de las bacterias esporuladas, el efecto opuesto se produce con
las no esporuladas.
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IMPORTANCIA DE Lg EDAD DEL CULTIVO EN LOS FENOMENOS

OBSERVADOS

Algunos experimentos contradictorios nos induJeron a

investigar si los hechos observados pudieron haber sido debidos a
diferencias del material sembrado.

En general las experiencias en las cuales aparecía

inhibido el crecimiento, fueron efectuadas con bacterias esporulg

das de 24 horas.de siembra, y de acuerdo con la idea mencionada,

se hizo una experiencia utilizando cultivos viejos (10 días), pa­

ra ver si la edad de los mismos, pudiera tener influencia sobre el

fenómenoen estudio. El ensayo se efectuó con el Bacillus subtilis3'6le.
A1 mismotiempo se hizo otra'experiencia empleando cul

tivos de 24 horas de las mismasbacterias.

Nose trabajó solamente con un extracto alcohólico, gi
no con tres obtenidos a partir de distintos ex ractos de levadura.

La observación del cuadro siguiente demuestra que con

cultivos jóvenes, el fenómenode inhibición en presencia de glucosa

es más evidente, sobre todo tratándose del T c 1 us s bti ; no

obstante el B, gereus presenta aún una marcada inhibición del cree;

miento cuando se emplean cultivos viejos.

Esta mismaexperiencia, nos sirve para demostrar la d;

ficultad de reproducir los mismosresultados con cualquier extracto

alcohólico, pues aún cuando la inhibición es manifiesta, los fenó­
menos observados no concuerdan exactamente en los tres medios de

cultivo.



BACILLÏ (JE-¿REUS BACILLUS SUBTILIS

MEDIOSDECULTIVO Cult vie Cultdov. Cu1t.v1e:,JCu1+.-Ïïï__
o; o. : 9.5%." ¿É

Ext.a1coh.190.l glu. o o 'g ooo bro o r
" ' "00.05 " o o o ooo oa; o oo

" " "00.02 " o o & o «‘4 0+9 #06 «to

“ " "00.01 " o o & o ++& tto+ a++ 00+

" " "sin " Ego-u-n» Hl- W la. “m
Ext.alcoh.200.1 glu. o g 0 0 0‘ 0‘. & o

" " "00.05 " o o 0 g 0‘ ¡to & 5+

" ' "00.02 " o o c g to ¿ot oo ¡o

F " “00.01 “ o o o g bo &&+ +6 ¡oo

" " "sin " Ottb OQQG¡+90 #560 #iïi?‘%%*P‘%%5P"“°

‘xt.a1coh.fioO.1 glu. .2 3 g 'o ¡o 0‘; ' o o

" " "00.05 " g 3 g 0 oo 0‘+ y. o

" " "00.02 " b g .g o ¡bb ooo 0+ oo

” " “00.01 " o g g o oo+ ¡to 5+ «o

" “ "sin " ego tb}! oo gg_lgggg¿gss:.-t-:.-L*

P : pelicula
g = muy escaso
G = escasoC

Grado de crecimiento) 0’ y ooo : mediano
) +++t n abundante

Las observaciones fueron hechas a las 48 horas..
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F I oh

La inhibición del cultivo observada en el curso de e;

te estudio, constituye un fenómenointeresante cuyo mecanismong
rece ser aclarado.

a) La literatura contiene la referencia de hechos que

guardan alguna analogía y que creemos conteniente referir para i

lustrar mejor, los hallazgos hechos por nosotros.
Enverdad la inhibición del cultivo de las bacterias

en medios favorables para su desarrollo es un hecho conocido de;

de el descubrimientode las sustancias antisepticas; 1a explica­

ción del mecanismo de este fenómeno no ha sido dada de manera ag
tisfactoria.

Desde que se conoció la constitución quimica de sus ­

tancias biológicamente activas (principalmente vitaminas y amino

ácidos) se investigaron las exigencias nutritivas de las bacterias
con respecto a las sustancias antes mencionadas.

Aparte dei interés que encierra el conocimientode di­

chas exigencias nutritivas en vitaminas u otras sustancias por

ciertas bacterias, se ha podido establecer que cuerpos de natura­

leza semejante a 1a de la sustancia necesaria para su crecimiento
pueden actuar de dos maneras, ya comoprecursores de 1a sustancia

esencial en el metabolismoo de modotal que interfiere con el

factor indispensable del crecimiento y ¿ste se inhibe.
Los ejemplos siguientes pueden servir de ilustración.

Ilggiggz Esta sustancia es necesaria para el desarro­

llo del Staphylococcus aureus. Si a los medios de cultivo que con

tienen tiamina, se les agrega piritiamina, se observa una inhibi­
ción en el crecimiento da 1a heat-rin­



La diferencia estructural, entre una y otra sustancia
consiste en que en 1a piritiamina, el anillo del tiazol de la tia
mina está reemplazado por el de 1a piridina.

N =€Nnm u c-co- All-Ia,

“JC-L L—“°H”_‘e{" Que”la!»#2531,x ¿7M /
El indice de inhibición de la piritiamina para el S.

aureus es de 2.000, este indice indica los g de piritiamina necg

sarios para reducir a la mitad el crecimiento, máximoque se oh­

iene por una concentración de 0,01 g de tiamina por ml. en el

medio.

La análoga constitución de 1a tiamina y piritiamina

puede servir de fundamentoa una interpretación plausible del fe

nómeno. Bastariu admitir que la segunda deSplaza a la tiamina en

algún sistema en que ésta es indispensable y el producto que ella

forma no sirve para satisfacer el normal desarrollo de la bacte­
ria.

¿cido Dggtotégigo. Es este un factor esencial para el
crecimiento de la generalidad de las bacterias lácticas.

cubo" __.:: ¿yay——co——uH——c_Hu_c”¿_cwnR 3'.” flW
Se consideÉa constituido por dos porciones: el ácido

pantoico y la alanina. La especificidad de la porción nitrogena­

da (alanina) es mayor que 1a de la otra; las condensaciones de la

lactona de ácido pantoico con alanina, acido aminobutirico, áci­

do aspártico y lisina en lugar de la_alan1na, producen sustancias
biológicamente inactivas. La condensación de la alanina con dife­

rentes hidroziácidos produce sustancias de actividad inhibitoria

muyreducida, comparada con los productos obtenidos por reemplazo

de la fracción nitrogenada.



Entre las causas de este comportamientofigura el big

queo de sistemas enzimáticos que utilizan el ácido pantoténico,

los cuales son esenciales para le vida de los microorganismos.

gigtiga: Exite en 1a clara de huevo una sustancia que

actúa comoantagonista de 1a biotina. Se ha demostrado que es una

proteína que tiene algunas caracteristicas de las albúminas y que

puede combinarse estequiométricamente con 1a biotina. Se propuso

para esa sustancia el nombrede "avidina".

Es de acción inhibitoria evidente, sobre las siguien­

tes bacterias,para las cuales la biotina es un factor esencial de
crecimiento: C b t icum casei; L. arabinosgg; gtr, lactig. Agrg

gando un exceso de biotina a1 medio queda anulada esta acción in­
hibitoria.

Solo hay inhibición del crecimiento cuando se trata de

bacterias que necesitan un suministro exterior de la vitamina o

sea que la avidina solo se combinaria con la biotina que se agrega

a1 medio y parece no poder penetrar a aquellos lugares donde se

produce 1a sintesis de 1a biotina.

Acido p-aminobenzoico: Las sustancias derivadas de es­

te compuesto que tienen una acción inhibitoria máxima, son los

compuestossulfanílicos.

Cabe señalar aqui que fué buscando sustancias que ac­

tuaran comoantagónicas de los derivados sulfanilicos que se de;

cunrió 1a necesidad del ácido p-aminobenzoico comofactor esencial

del crecimiento de ciertas bacterias entre las que figura el gigan­

tgcoccus hemolxticus.
Siendo 1a concentración inhibitoria de la sulfanilami­

da sobre esa bacteria de 3.03 X 164%;paralización de la actividad

[III
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de 1a sulfamida por el ácido P.A.B. se consigue con 1.2-5,8110'M.

Se buscaron otros derivados no sulfanilados que inh;

bieran el crecimiento de bacterias y cuya acción fuera antagoni­

ca del ácido p-a-b pero a pesar de haberse hallado muchos, nin ­

guno de ellos produce efectos tan marcados comolos de los derivg

dos sulfanilicos. La interpretación del fenómenode inhibición es

semejante a 1a mencionadapara las vitaminas anteriores.
Acidonicotinico nicotinanida

¿aiii Ücoou Quan/"a.
. ¿ . 1) “0.4.”... N

En el caso de esta vitamina son los derivados sulfong

dos los que producen la inhibición del crecimiento (piridin-B su;
fónico)

Todas las inhibiciones producidas por 1a piridin-B su;

fónico y su amida son anuladas específicamente por el ácido nico­
tinico o derivados muypróximos. En este caso presenta analogías

con el del P.A.B. y las sulfamidas, pues el grupo sulfónico o el

de su amida reemplaza a1 grupo carboxilo del ácido nicotinico, tal

comoel grupo amido sulfónico reemplaza el grupo carboxilo del P.

A.B.

La acción de estas sustancias es bien evidente sobre

el Eroteus Igigarig y el staphxlocggcgs aureus que requieren para

su crecimiento una fuente externa del ácido nicotinico; la inhibi

ción es menos evidente si se usa comofactor esencial la amida ni
cotinica.

Muchose ha investigaóo hasta el presente acerca de

las concentraciones óptimas de diferentes vitaminas para permitir

o estimular el crecimiento de los microorganismos, pero poco se

////
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sabe con respecto a 1a acción inhibitoria producida por concentra
ciones altas de las mismas.

Utilizando el ácido nicotinico se han llegado a obte­
ner resultados interesantes. Las bacterias con las que se trabajó

no tenian las mismasexigencias en cuanto a esta vitamina; para

unas era indispensable un suministro externo de 1a misma, en tan­

to que otras podian sintetizarla.
Aúncuando los resultados son en términos generales

semejantes no se los puede repetir en forma idéntica. Por ej. el

gh_gggg;ngzlnm crecía poco en presencia de 1.000 a 3.006 g por

m1. de ácido nicotínico o de su amida; sin embargo aún cuando los

métodos empleados fueron iguales no fué posible en otros casos ha

cer crecer 1a bacteria en presencia de 1.000 g.

Las bacterias esporuladas que se emplearon (É. subti­

Jig; 2¿_131¡gtgg; fi¿_ggggjngring) revelaron una inhibición mas

marcada que cualquier otra bacteria. Los resultados varian según

el medio basal empleado, pero es preferible trabajar con medios

sencillos; con los medios que contienen caseína hidrolizada se oh

serve, frente a cantidades considerables de ácido nicotinico, una
inhibición muchomenos marcada.

0,1%de extracto de levadura, o sea 1.000 g del mat;

rial seco por ml. anulan completamentela inhibición causada por

10.000 g de ácido nicotfnico; naturalmente este efecto de proteg

ción del extracto de levadura se atenúa progresivamente al dismi­
nuir su concentración.

Estos hechos pueden servir en cierto modo, comode

punto de referencia para intentar una explicación del mecanismo

del fenómenode inhibición que hemos descripto.

//Á/
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Por razones de tiempo y de dificultades experimentales

no lo hemospodido realizar.

Un intento rudimentario de aclaración del mecanismode

inhibición fué llevado a cabo investigando_comointerfiere el ex­

tracto alcohólico en el crecimiento del fi¿_ggzgngcultivado en un

medio de composición sencilla.

Se eligió comomedio de cultivo el de Proskauer y Beck

(citrato de amonio,sulfato), por su constitución sencilla. Su f4:
mula es la siguiente:

Aguadestilada 1.000 cc.

504 (m4)2 3 e o

Acido cítrico 2 g .

804Mg 2 g .

Fosfato monopotdsico 5 g .

Se disuelven todas las sustancias de la fórmula ante­

rior en agua; se ajusta el pHa 7. Se agrega 15 de cualquiera de

las fuentes de carbono siguientes:

glucosa maltosa

lactosa sacarosa

Para la presente experiencia se ha utilizado glucosa.

De este modolos resultados pueden ser comparados mas facilmente

con los de las experiencias precedentes.

La experiencia fué planeada y realizada en la forma

que se puede apreciar facilmente en el cuadro que sigue. El obje­

to que se ha perseguido en dichas experiencias es el de averiguar

si las condiciones que determinan el metabolismo del g._gg¡gn¡ en

el medio sintético predominansobre las del medio de extracto de

/77/
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levadura o a 1a inversa.

Quedaria por investigar si variando las concentracig

nee relativas de los medios se hubieran observado resultados dig

tintos de los que aparecen en el cuadro.

Cadauno de los líquidos usados ha sido esterilizado

por separado y las mezclas fueron hechas esterilmente.



CRECIMIENTO DEL

M E D Inegio? Hab gfiïucoaa ' BACILLUS CEREUS
o . 6 o _ 3 Sintgt 1 al cabo de 48 horas

- - 0.5 cc 0.5 cc 0.1 cc ¡por

- - 0.5 cc 0.5 cc 0.05 cc ooo

- - 0.5 cc 0.5 cc 0.02 cc oo

- o 0.5 cc 0.5 cc 0 o

0.5 cc - 0.5 cc - 0.1 cc o

0.5 cc - 0.5 cc - 0.05 cc o

0.5 cc - 0.5 cc - 0.02 cc oo

0.5 cc - 0.5 cc - 0.1 cc ooo.

0.5 cc - - 0.5 cc 0.1 cc

0.5 cc - - 0.5 cc 0.05 cc

0.5 cc - - 0.5 cc 0.02 cc o

0.5 cc - - 0.5 cc O tooo

- 0.5 cc 0.5 cc - 0.1 cc o

- 0.5 ec 0.5 cc - 0.05 cc o

- 0.5 cc 0.5 cc - 0.02 cc oo

- 0.5 cc 0.5 cc - 0 ooo.

o 0.5 cc - 0.5 cc 0.1 cc o

- 0.5 cc - 0.5 cc 0.05 cc o

- 0.5 cc o 0.5 cc 0.02 cc o

- 0.5 cc - 0.5 cc O 0660

////
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Se puedenextraer las siguientes conclusiones:

l) El fi¿_gg¡gng crece bien en el medio sintético y en

proporción del contenido de glucosa. En ausencia de este el creci­
miento es muy escaso.

2) En el medio de extracto de levadura soluble en al­

cohol el crecimiento revela igual comportamientoque en experien ­

cias anteriores, esto es que la glucosa inhibe el crecimiento tan­

to mas, cuanto mas concentrada.

3) En la mezcla de los dos medios de cultivo, el cre­

cimiento revela un comportamiento análogo al observado en el medio

sintético, esto es que la glucosa inhibe tanto masel crecimiento,
tanto mas concentrada.

De esto resulta evidente que el metabolismo dominante,

en presencia de los dos medios es el que corresponde al del extras
to de levadura soluble en alcohol.

/77/
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CAP TU X

ONSIDERAC ONES SOBRE POSIB C NSTITUCION DE IO

Las experiencias acerca del crecimiento y esporulación

efectuadas en las distintas fracciones del extracto de levadura y

en particular los resultados obtenidos en la fracción soluble en

alcohol llevaron nuestro interés a buscar la composiciónposible
de este último medio.

Nose ha podido llegar sino a resultados provisorios,

en parte por la complejidad del medio y_también por 1a falta de

reacciones suficientemente especificas que evidencien la presen­

cia de pequeñas cantidades de las varias sustancias presentes.

Por tres caminos hemos procurado tener un conocimien

to aproximado del problema que nos ocupa; 19) la solubilidad de

las sustancias, 29) las reacciones químicas y 39) el crecimiento
del Lactobacillus casei en ese medio.

La producción industrial de levadura de cerveza, o

prensada para el uso en la panificación, ha inducido el desarrg

llo de otros usos de la levadura y especialmente en la alimenta­

ción y en la industria de las preparaciones farmacéuticas vitami­

nicas. Los extractos de levadura son producidos industrialmente y

de algunos de ellos se conoce su constitución.
Aún cuando no todos los autolizados de levadura de

cerveza, tengan la mismacomposición, pues ésta depende entre o­

tras cosas, del tiempo y de la temperatura de autólisis, puede
servirnos de orientación para nuestro propósito, el análisis que
va a continuación que es el de una levadura de cerveza autoliza­

da, producida por una firma americana de (U.S.A.)

////
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E1 análisis guimico de esta levadura revela 1a siguiente
composición

Po vo

Sólidos 96,00 %

Nitrógeno total 11.50

Nitrógeno aminado (Van Slyke) 6.50

Amina(fl del nitrógeno total) 57.00

Nitrógeno de peptonas 2.00

Nitrógeno de proteosas 0.50

Nitrógeno de polopéptidos,purinas,pirim;
dinas y amidas (por diferencia) 2.50

Carbohidratos por diferencia 13.10
Sustancias reductores rastros

Sustancias extraibles por éter 1.50
Cenizas totales 10.00

Cloruro de Na 0.50

Apóiisis de las cenizas

K20 40.10 fl

P205 25.25

A1203 14.76

F6203 2.69

MgO 1.17

Cao 0.35

SiO 2.98

Cpmpgsicióg aproximada gn los principales cuerpos

K2HP04 61.90 %

////



K2SO4 12.37

NaCl 3.74

Amingácidos calcglados en base a lófi de Nitrógeno

Arginina 3.5 fl

Histidina 1.5 %

Lisina 6.5 fl

Tirosina 4.0 %

Triptófano. 1.0 %

Fenilalanina 3.5 í
Cistina 1.6 %

Metionina 2.0 fl

Treonina 3.3 fl

Leucina 6.4 %

Isoleucina 4.7 %

Valina 4.8 %

antenidg de vitggiggs 1 gtras sustancias
Proporción
en 100 gs.

Tiamina 2.0 mg.

Riboflavina 4.0 mg.

Niacina 20.0 mg.

Acido pantoténico 10.0 mg.

Piridoxina 1.5 mg.

Biotina 0.2 mg.

Acido fólico 0.8 mg.

Colina 200.0 mg.



Probablemente haya también diferencias entre los autg

lizados preparados e partir de diferentes cepas de levadura y de

cepas de conservación en condiciones diferentes.

Los cuadros que anteceden permiten tener una idea de

cual puede ser 1a constitución del extracto de levadura total ob­

tenido por autólisis y usados en nuestros experimentos. Las sus ­
tancias del extracto soluble en alcohol deben encontrarse entre

los mencionados en dichos cuadros.

l) LA SOLUBIQIDAD DE LAS SUSTANCIAS

En cuanto a la composición de la fracción soluble en

alcohol que es 1a que mejor ha revelado las diferencias de campo;

tamiento de las bacterias esporuladas, se pueden preveer sus pos;

bles constituyentes con el conocimiento de 1a solubilidad en alcg

hol de los cuerpos mencionadosen el análisis del cuadro anterior.

A continuación figura esta propiedad para las vitami

nas, polipéptidos, aminoácidos y las bases purinicas y pirimidí­
nicas.

VIIAMINAS

Iigmiga. El clorhidrato es muysoluble en agua. La sg

lubilidad en alcohol es de l g. en 100 cc. de alcohol de 95%o en

315 cc. de alcohol absoluto. Insoluble en cloroformo, benceno, é­

ter y acetona.

Ribgflavina. Poco soluble en agua (25 partes en 100.000

a 259); soluble en alcohol (4,5 mg. 100 cc. a 279 5 C); también sg

////



luble en alcohol amilicofenol, ciclohexanol, acetato de amilo; ig

soluble en éter, cloroformo, acetona y benceno. Muysoluble en s2
luciones alcalinas.

Acido nicotínico. Poco soluble en agua fría; mas en

caliente. Insoluble en los disolventes orgánicos. Soluble en alcg

hol 1,5 %.

Amidagicotigica. Muysoluble en agua, acetona, clo­

roformo y butnol. Poco soluble en éter y benceno. Bastante solu ­
ble en alcohol.

Acidg pantgténig . Soluble en agua, acetato de etilo

dioxano, ácido acético glacial; un poco en éter y alcohol etílico

y amílico; prácticamente insoluble en benceno y clcroformo.

Piridoxina; Soluble en agua, acetona y alcohol; un

poco en éter y cloroformo.

Solgbilidad, en agua fria: 100 cc. a 269 disuelven

15 gramos.

en alcohol de 959: 100 cc. a 259 disuel

ven 7,5 gramos.

y en alcohol caliente: 100 cc. a 709 di ­

suelven 20 gramos.

Biotigg. Fácilmente soluble en agua, metanol y eta ­

nol diluidos; poco soluble en alcohol; insoluble en éter, cloro ­

formo y benceno.

Acido pgra-amino benzoicg. Este cuerpo figura entre

los constituyentes habituales de 1a levadura, soluble en agua y

muysoluble en alcohol y éter.

Adegina gggnina. Poco soluble en alcohol.

////
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Nopudiéndose enumerar aisladamente, la solubilidad

de los polipéptidos, puede decirse en términos generales que la

mayoria de ellos son muy solubles en agua, pero insolubles o muy

debilmente solubles en alcohol. Lo mismopuede decirse de los am;
no ácidos.

2) LAS REACCIONES QUIMICAS

Aunqueno hayamospodido practicar, todas las reac­

ciones posibles para conocer la existencia de todas las sustancias

que figuran en el cuadro, practicamos las que por su sencillez pg
dieron ser llevadas a cabo. A continuación se las enumera.

Reacciónde; biuret; positiva.

Es una reacción comúnde los tripéptidos y demás po­

lipéptidos superiores, incluyendo las proteinas.
Reacgién de Millon: positiva.

En general se usa para identificar la tirosina; la
coloración roja se debe a la presencia del grúpo fenol en la molé
cula.

Reacción de Moliscn: positiva.

Reacción comúna todos los glúcidos, aún para los

que están combinadoscon otras sustancias.

Reacción de Hopkins 1 Cgle: positiva.

Se utiliza para evidenciar la presencia de triptófano.

Reacción de Benedigt: negativa.

Sirve para reconocer los glúcidos reductores libres.

Beacciónde leander: negativa.

Su empleo es semejante al de la reacción anterior.
////
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Ya que las reacciones que nos permiten averiguar la

presencia de glúcidos en la fracción que estamos analizando han

dado un resultado negativo menos en el caso de la reacción de Mo­

lisch que sirve para reconocer los Hidratos de C. que están unidos

con otras sustancias, suponemosque se deba a la presencia de ¿ci

dos núcleicos, en esa porción del extracto de levadura, o a la de
sacáridos no reductores.

3) RECIMIEHTO DEL CTOBACIL US CASEI

Comolos requerimientos para el crecimiento del L¿gg­

sei, se conocen perfectamente, se han podido preparar medios sin­

téticos de composición determinada, para obtener el crecimiento má
ximo de esa bacteria.

Para la inVestigación practicada con el L, casei se

ensayó un extracto preparado de manera algo diferente a la que se

empleó para obtener los primeros extractos que se usaron en este

trabajo.

Se adoptó para ello, la eliminación de las primeras

fracciones solubles en alcohol, conservando para el estudio las

que se obtenían después de 6 extracciones en frio con dicho disol
vente.

Este extracto soluble, que es muchomenos coloreado

y dá un residuo de aspecto mas cristalino que el que se obtiene

con las primeras extracciones en alcohol, reveló las mismaspropig

dades que los extractos anteriormente usados. Con 61 se ensayó el

crecimiento del case , pues comoverosimilmente en su composi­

ción haya un número menor de sustancias que en los primeros ex ­

////



tractos y a alguna o algunos de entre ellos se puede atribuir la

propiedad inhibitoria del crecimiento de B, cereus en presencia

de glucosa, resultará mas simple la investigación de las sustan­
cias que son responsables de la inhibición del cultivo.

Por otra parte, 1a comparación del crecimiento en

este extracto y en la fracción insoluble y en la mezcla de ambas,

demostró que el método adoptado era correcto.

Los resultados de 1a experiencia se consignan en el

cuadro siguiente, en el cual a titulo informativo podemosapre­

ciar el crecimiento de distintos a to aci us De rükii, obte­
nidos a partir de un macerado de maíz.

Observando el cuadro siguiente podemosdeducir que si
bien el desarrollo del L, casei no es abundante en el extracto sg

luble en alcohol, con glucosa, contiene las sustancias indispensg

bles para su crecimiento; la proporción de éstas no es posible cg

nocerla tan sencillamente y solo diremos que muyverosimilmente

deben existir aquellas que constituyen el mediosintético emplea­

do para su crecimiento y que son las siguientes:

Peptona fotolizada (aminoácidos indispensables
o polipéptidos con los am;
noacidos indispensables)l-cistina

d-l-triptófano
glucosa
xilosa
extracto de levadura libre.
de riboflavina.

adenina; guanina; uracilo.
xantina
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d-pantotenato de Ca
ácido nicotínico

piridoxina

ácido p-amino benzoico

ME'DIos
MICROORGANISHOS Sol.en (1)oglu Ins. K3)og1u IoS en (5)+qu

alc.(l (2) lcl(3) (4) lc.(5) L5)

L. delbrfikii (2) - o - o g o

L. delbrükii (4) - o o GO o OO

L. delbrükii (7) - - - ooo e tb

L. delbrfikii (9) - - g bb e to

L. delbrükii (ID o o o oo o oo

L. casei o oo o oo o es

En cuanto a los aminoácidos que requiere el L. casei

para su crecimiento, según la publicación de B. L. Hutchings and.

W. H. Peterson fueron determinados en un medio que contenía glu­

cosa, acetato de Na, sales riboflavina, ácidos pantoténicos y nie
cotínicos, biotina, piridoxina, adenina y ácido fólico. La mezcla
mas sencilla de aminoácidos que producía el crecimiento máximodel

L, casei contenía: leucina, serina, fenilalanina, ácido glutámico
y ácido aspártico, valina, cistina, arginina, triptófano, tirosina,
treonina, metionina, alanina, isoleucina, lisina e histidina. En
algunos casos se ha observado el crecimiento de este microorganis­
mocon mezclas mas sencillas. Se han encontrado asimismo relacio ­
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nos antagónicas con algunos de los aminoácidos usados en las expe­
riencias.



CAPITULO XI

IECNICAS QEADAS

a) TECNICAS DE COLORACION

Entre las varias técnicas de coloración de Gramexig

tentes, se ha preferido por su sencillez y rapidez, la de GramNi

colle que se describe a continuación:

Método de gram-Nicollg (S.A.B. IV 46, pag. 7)

Soluciones: A. Cristal violeta...........0,4 g.
alcohol etílico 95%.......1o cc.

B. fénico..............l g.
agua. destiladaocoo-eooooooloo CC.

IOdOOOOO0.0000IOIOOOOOOOOO1g.

Iodurode potasio......... 2 g.
aguadestilada............200 cc.

Anteriormente, en lugar de 0,4 g. de cristal violeta
en 10 cc. de alcohol se usaba 1 g. de dicho colorante en la misma

cantidad de alcohol, pero se ha comprobadoque existe una tenden­

cia a la gelatinización si la cantidad de colorante es muygran ­
de.

Preparada convenientemente esta solución se conserva

por tiempo indefinido.

Brgcedimiento

Extender en capa delgada una suspensión de bacterias
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hecha en una gotita de agua estéril, depositada en la superficie

de un portaobjetos. Fijar las bacterias por el calor. Colorear dg
rante 1 minuto con la mezcla de las soluciones A. y B. Escurrir

el colorante. Tratar el preparado con la solución de Lugol duran­

te l minuto. Lavar con alcohol de 95%por medio minuto. Lavar con

agua. Colorear con fucsina en solución acuosa al 1%. Lavar con a­

gua. Examinar con lente de inmersión.

Colgración de esporas.'

Muchosson los métodos de coloración de esporas, en­

sayados hasta el presente. con mayor o menor eficacia, pero el prg

cedimiento usado invariablemente durante el transcurso de este tra

bajo es el siguiente.

Métodode Wirtz modificado por Schaffer-Fglton.

Wirtz (1908) Schaffer y Fulton (1933) (S.A.B. IV 46, pag.13)

Colorantes:

Verde de malaquita en solución acuosa al 5%.

Safranina en solución acuosa al 0,5%.

Brocedimiento.

l) Extender y fijar las bacterias comosiempre.

2) Cubrir el preparado con la solución Verde de mala

quita y calentar hasta vapores tres o cuatro ve ­

ces, manteniendo el portaobjetos cubierto de c019
rante.

3) Lavar 30 segundos con agua corriente.

4
V Cubrir el preparado durante 30"con la solución

////
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de safranina.

5) Lavar con agua corriente

6) Secar y examinar con lente de inmersión.

Resultados.

Las esporas deben teñirse de verde y el resto de 1a

célula de rojo.

A pesar de ser éste el método que ha dado mejores rg

sultados de los varios ensayados, las esporas de algunas bacterias

(Bacillus cereus) se muestran reacias a la tinción y para éstas ha

sido necesario aumentar el tiempo de contacto con la solución de

verde de malaquita hasta 5 minutos. Este inconveniente disminuye

a medida que el cultivo envejece.

b) MEDLOS DE CULTIVO

Se describe en éste capitulo el extracto de carne

peptonado y el extracto de levadura, pues los medios de cultivo

a base de levadura, han sido explicados detalladamente en los cg

pitulos precedentes.

Caldo extractg de carge peptgnado.

Extracto de carne.....3 g.
Peptona Parke Davis...5 g.

A8118.corrienteoooeooool lt.

Enun litro de agua tibia se disuelven, los ingre­
dientes sólidos y se calienta el todo a ebullición durante 15 mi­

nutos. Luego se enfría 1a solución y se ajusta el pH a 7 con OHNa
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N. Se completa el volúmena 1 lt. se entuba y esteriliza en auto­

clave a 1209 durante 15'.

Si se quiere solidificar este medio, se agrega antes
de 1a filtración agar en un 2%. Se funde esta mezcla en autoclave

a 1309 durante 15 a 20', se filtra por algodón, se entuba y se eg
teriliza comoen el caso anterior.

Extracto de levadura
222MB.

Un kilo de levadura de cerveza fresca, se desmenuza

en un recipiente adecuado comoser un matraz de 2 litros; se ta­

pa con algodón y se autoliza manteniéndola en la estufa durante

48 horas a 509. A1 cabo de este tiempo, la levadura está fluida;

se retira de la estufa. Se mide el volúmenobtenido y se agrega

igual cantidad de agua; se ajusta el pHa 7 y se filtra por fil­
tro plegado. El filtrado constituye el extracto de levadura. Se

reciben 5 cc. del filtrado en un cristalizador tarado que se de­

Ja en estufa a 100/1109, hasta constancia de peso para determi ­
nar el residuo seco (4 a 6 horas).

E1resto del filtrado que constituye el extracto de
levadura se esteriliza en autoclave a 1209 durante 15 a 20'.
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CAPITULO XLI

DISCUSION

El fenómeno de la eSporulación está gobernado por fag

tores extrinsecos que son por el momentoinciertos o desconocidos.

La ausencia de esporas del B, subtilis cultivado en

un extracto de levadura, nos condujo a creer que se podria considg

rar el fenómenode esporulación comouno de carencia. También ca ­

bia la hipótesis de que ciertas sustancias, o su concentración 91g.

vada, o 1a asociación de varias sustancias inhibieran el fenómeno

de esporulación. Los intentos de encontrar algún caminofructífero,

fueron varios pues el fenómenono está determinado de manera sufi­

cientemente precisa y debimoslimitar nuestros esfuerzos a regis ­

trar los hechos mas salientes que se observan al cultivar bacterias

en el extracto de levadura. Parecería que en presencia de glucosa

y cuandolas sustancias nutritivas están en la forma original del

extracto de levadura, 1a esporulación del B. subtilis está prácti­

camente ausente, mientras es precoz y abundante cuando se cultiva
esta bacteria en un medio de derivados de 1a carne. La exhuberan ­

cia del cultivo y la falta de esporulación parecerían asociados.
En la búsquedade una interpretación satisfactoria de

la no esporulación se encontró el fenómenode 1a inhibición del

cultivo de varias bacterias esporuladas, en concentraciones altas

de extracto de levadura, hecho que tiene el mayor interés si se con

sidera que las bacterias no eSporuladas que se ensayaron cultiva­

ron abundantemente y quizás mejor cuando crecía 1a concentración
del extracto de levadura.

Ill/
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Estos fenómenos son mas aparentes y constantes con la

fracción soluble en alcohol del extracto.

Estos hechos parecen indicar que las bacterias esporn

ladas o algunas de ellas por lo menos tienen una forma particular

de metabolismo que les fuera común. Además este comportamiento poh

dria ser atribuido a la presencia de sustancias biológicamente muy

activas (vitaminas por ej.) que se encuentran en concentración re­

lativamente alta en el extracto de levadura. Esta hipótesis atra ­

yente, hubiera debido ser sometida a la prueba experimental, mas

no ha podido serlo por razones circunstanciales.

La complejidad del problema es mayor aún si se consi­

deran los resultados obtenidos con el B, cegeus que crece en extrag

to de levadura de una_cierta concentración y no lo hace cuando se

agrega glucosa.

Esta inhibición está acompañadade una leve acidificg
ción. Cuandose la neutraliza con un buffer de PO4H3el crecimien­

to se hace manifiesto. Algunos hechos indican sin embargo que la
acidificación solamente no es causa de 1a inhibición. Otros mono­

sacáridos inhiben también el crecimiento y lo mismohace el ácido

láctico (lactato de Na).

No se ha ensayado la participación que podria tener

en esos fenómenosla presencia y la concentración de los iones P04.

Es natural que el fenómeno se suponga vinculado al metabolismo de

la glucosa y por lo tanto se lo debiera explorar a 1a luz de los

conocimientos de las transformaciones de este cuerpo.

Un ensayo hecho con la adición de un medio sintético,

en el que crece el cere s, al extracto de levadura, pareció ig

dicar que el fenómeno es mas complejo aún, pues predominó el com­
////
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portamiento del extracto de levadura de glucosa, sobre el del medio

sintético (que contiene P04).

Es obvio que las diferencias tan marcadas del B,ggregg

y otras bacterias en distintos medios de cultivo puedenservir de

punto de partida a la investigación de la existencia de distintos

caminos de metabolismo o de diferentes sistemas enzimáticos que se

pueden poner de manifiesto cuando se usa el medio apropiado. Basta

con imaginar que en éste pueden encontrarse coenzimas o precurso­

res de cuerpos o los cuerpos mismos que son esenciales para un

cierto sistema que es dominante en el metabolismo, o que existen­

sustancias inhibidoras de otro cierto camino de metabolismo, para

Ver cuantas posibilidades encierran los hechos experimentales ex­

puestos.
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CAPITULOXIII

ggggggn Y CONCLUSIONES

La esporulación del.fi¡ subtilig es demoraday substancialmente

disminuida por el cultivo en un medio de autolizado de levadu­

ra en presencia de glucosa. En ese medio el desarrollo es ex ­

huberante y presenta caracteristicas muypeculiares.

Esta propiedad retartadriz está contenida en la fracción solu­
ble en alcohol.

Cuandola concentración de las materias sólidas de la fracción

soluble en alcohol del autolizado de levadura es alta (2,4% ­

1,2%) el cultivo del Bl cereus se inhibe, mientras que con con
centraciones menoresesa bacteria crece. Conotras bacterias

esporuladas el fenómeno es menos aparente y no se observa con

bacterias no esporuladas.

La adición de glucosa al medioconstituido por la fracción soln

ble en alcohol inhibe el crecimiento del B, ceregg así comode

varias otras bacterias esporuladas aún con concentraciones ba­

Jas de extracto capaces de mantener el crecimiento en ausencia

de glucosa. La inhibición es mayor con mayores concentraciones

de glucosa.

Acción semejante a 1a de la glucosa se observa con otros mono­

sacáridos y con el ácido láctico (lactato de Na).

El crecimiento del B. gereus en un medio sintético puede ser ig

hibido por la adición de 1a fracción soluble en alcohol del ex­
tracto en presencia de glucosa.

Nose ha podido encontrar explicación satisfactoria de la inhi­

bición del cultivo. Se exponenhechos análogos contenidos en la
l/l/



literatura.
8) A título informativo se trata de la posible constitución del e;

tracto de levadura y de la fracción soluble en alcohol.
. I/I/ 1/0‘»
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